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500۰ 112مصمصصلهگ ۵۶ حمتا1۱۳۵)۵ .(2022) بخ رطوعصمصصل12۷2 هر .9 ب۱۷۵۲]222۷1 ۷۲۰ بج۱۱0۱۷۵ صهتاها02ظ ریک رصقطع‌باه 1 211 1 
۵ 562۱66 ۳۵۵۵ ۳۵/۵۷ .۵۱۵0 عز۳0-مصنا لحم بط ]6و عهام۲م-مصم ممومو عصلوتا فامتلمم صقام‌نطه .۲۵۱۷ 
389-۰ و(5) 18 09۲۵/۰ ۵56۵۲6۵/۱ 17661:1101 


(۰ 


اعمص صا فصمتامعص م1[مممصاعه 0مطام-صمه ۵ ومم‌دامو اومع ت12 مطا مه مامتالمزص قمع مج ناو :صمتاع0 1۸0۳۵ 
۶ 500۲۵۵ صتقحط عص مه روامنالم۳م و16 مه النامم «الفتهءموه رصتوتده تمصصنصه ۵۶ و1۵00 ۲2 تقطا مامداه وق وعت‌ن .فعتتصامم 
مه هتتمامهه کصمنازوع۲ مه فحصوتصهع 10۲00۲ وففطا رفصمتانصمع ومع ۵۶ فطع ص .عاصه‌هاوعع مه فصمطهان۱ ۵۶ ممتاهصتصد‌اومم 
0ص ددع۷ «صفحط 101 وفهعو1 افصتاوعاصا موییجه م6 09۵ص ممعه فقظ ماامممصصلهه .عمتجم آه)مم‌صصصمتصه تتفطا ما 2020۴ «اتقودم 
6 ,202708 1مط2)10ص مه صرح صهتصوی ما عصتلتمعمخ .عمتصموژهم ۲۵0۵0 0۶ عویتهه اصه)۲حرحصا دمحهر عط قح ۲۵۵0۲۲۵0 صعع فقط 
0 106001620101 مطا ت۲0 ولمطامجظر ۱۳۵۸-۵2۵۵0 .1۵۵0 ۵۶ فحصوع 25 ظص رداص 0 671۵۳/۱۲0 .ک 0 08 10نا0و 
۵۲ 204 وناطعع مطا که فتمصصم ملمومو عصتوی 0منامرمج 0ج 0عصعلوع0 معط 2۷۵ ویه0عو هاامممصلهه ۵۶ صمتاهتاممعهلن 
لمممنامه جهن ممهامع ۵۶ اصعحصماممتاد ما وق |۷۵ وه ,قاوع) عصنمصهع۵: ۲۵۵10 4ص آنازمونا مه 860 ۵۵ هه رفظ ,1۳۵۲۵۴02۵ .16۷615 
,0۲006 1100۲6906866 2 عون قااناوع۲ ماطاهداع۲ مه هعمج )ومع فطع 16 بعلنظ مصصتا-لهمک .عاوع) لممنع6۲010و مه لهءتصهمطه‌مزه 
معط ما رالنافع؟ ۵ قه صه رقعونا یه فعمامم ممصمعو10۲۵ علهع۵و ععصمتا0عو رل‌مطامحط ونط صا ,دمن طهنط ه فقط عویامی ۵۶ طمنظ۱۷ 
۰ 185 وعمممبا0ع۹ مللمعمو گه ممتاحجممومع مط جع ۵ ععصعوعتم مظ) ممتاقصتصماع مه عصنمهعهو رمایهعامطط )6عتها 
طهنط 2 2۷۵ظ هه «لمننان 0مصتقاهاه میج فافع مطا روع‌لنامع۱مصظ م2 عم ۵ وعهزا مان ۵0۶ عمص6وع0۲ مط طً ۵۷۵ ر136176101۲۵][ 
عص ی موه ر0عویا مج وع0۷ عمص۵ع6۵8ع110 )صمممگن طز وعماميم ملعم 1 رفعمتاتجمی عفعطا تعصنا .اتمتمعصو گم 16۷۵1 
۵12/۱۵۵۱۱۸ 5۰ ۵۲ ۵01۵10۲5 .ک کتاجه10 م6 ۷۷۵۵ تاه دنط) ۵۶ حصتح م1 بهمتاممع۲ ۲0۲ ع1وصله د طا 061601640 عه صهه واععتها 
۵۰ 00۱01۳ طا 00ظ)مصه کل مصصتا ۲۵21 ره .م5۵ 11۵مصمصصله 0ج ۳0۴ 


5 2727270 224 11۷۵۲ رافهع:0 مم‌امنطه عنام رقاعلمم ناوج ]۵ ومام‌صجو 45 بلقاما م1 :۱۷۱۵۲۵۵0 0ج اهز۷]۱۸)6 
6 0 060 موه صه فمتممم‌مهمن میامتته۷ مق قح مهصصمه] ۱۷ ۵۶ فصمنععد )مممان مم 0مفههمتان ممب (رطمقه ففامرصظهه 
۲ص 60م2نجععمحطمط لح 10120 مه مباووتا ۵۶ ع 25 رمامصهه طمهه ۲۵۶ .2705صهاه متصمنع زرط طاذ۳ ممصهلتمعم2 صاً 12001210۲1 
۷28 1۱۸۸ 01020160 ۲۳36 .1 ممتامهه ۱۳۸۸ ۵ عصتو 0مصمون مه موه ممتامهه 1۱۳۸۸ 20 مممتاتجمه ماتتماه 
4عصتصصقده قه۳ مامصهه مق هم مامتان هل۲ ۵۶ الاصهتن ‏ مه تیم م1 .فتوعمطممتامعاه لقع 2270986 07 
21 ۵۷ صقر م۷۵ وم1م‌جصحه معط رما امممصصاهه دصعع مط «صع10 م) تع0ت۵ ظ رمرعاو )«عص مط) م1 .0مطامصه رتامجطمامطان0۵6000٩‏ 
۰ ۵ 08 ۱62201۷76 م۶218 )مظ مه فاناوع1 ۱۵8۵211۷۵ 2۲ظ) ع۲باقمم م6 [مقجمع اقصعص صح ۱۹60 ۷۷۵ 260300 ونط ص ,کل مصصتا 
6 68 ]۰ ,۱12عممصصلهه 1 0ع)0معص1 ۱۷۵۲۵ وعام‌صدد مصنه رومام‌صده 45 گم دا قطا ۱۷۵۵0مدو ۲ مصصتا ۲۵۵ ۵۶ فتلناوع۲ م1 
۳ لههماههبصهه 0۷ حمناهعگط کو۱۵۳۱۱ هی مصه ره ما۵۵ 10۲ ۵۷۵۵۵۵۵60 ۷۷۵۲۵ وعام‌جهه مصلظ 
۵000۰( 


اه نصا ۲۱۵۲00۱/۵۱ عتنانهتتوده ۵۶ مانمه۴ ,برعمامصطمع ]۰ فصح ممصمزم ۳۲۵۵0 ۵۶ امحنه1۵۵ راصملناو ,۲96 01۵2002/60 .1 
۰ 0۶ 

۶ نه۲نه۲ ۱۵۲00۷۹ رععبهانه‌تبهد ۵۶ وانمج۳ رباعمامصطمع1 ۰ مه عمصمزه5 ۳۵۵0 0۶ اصمحصنانه12۳6۵ ,۲۶۵16850۲ ما12ه۸950 .2 
۴ ۱۵ ۵) مت 60212 :ماخ عصصمموعم .4فططفه]۱۷ 

۵ 0 اروه۷ ت۲۲ ۱۵۲00۷۹1 معنهانه‌تتهه ۵۶ سلنمه۲ ,برعمامصطامع ]۰ 4صح عمصمزع5 ۳۲۵۵0 0۶ اصمصطاته1۳۵0 ,۲۲۵16850۲ .3 
۰ ( ۲۲۱۷۵۲۹1 ۲۵۲00۱7۹۱ عتبمانه‌تني۸ ۵۶ نامع رممممزمگ امصتصض گه اصمحطانه1۱۳۵۵ رر0ووع]۶۵ظ اصداو1ودظ .4 

(1. 26.ص ۵ صهت)021ع :تحص تمطتخظ مصت‌ه۵موعتمن)۳) 
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0 را650) ۳0 مصصتا 162 رز انعم م۷۵ بقطا ومامرهه مصتص ۵ دام عقطا 97۵0و فلتاوعر عمط[ :مرمزوعیهکز 0ص2 )وم 
0 4ص )ودع۳ه جمامتطا ما ۲61۵)60 ۷۷۵۲۵ وم۱م‌جصهه 1۷۵ طمنط۱۱ ۵۴ راوج ای طده 0ع)حمصتحصماجمع ۷۷۵۲۵ وعامط۹2۳ 
۵ ۷۷۳۱۵۴ ,60)هصتصصفاومن ۷2۵ ع1مصصدو عم رصم رقعام‌جصهه مصنط ۵۶ ناه رحمتاهعگط1 ۵۱۱۵۳۱۱۲ 5۵/۵۵1۵ 562۵10188 1۱۱۷۵۶۲۰ ما 
0۰ 18 ۵20]0112 عوعها اجه ما لوا رالمممتانه0 موه و7« 08مطامصه لمصمتامهصمن اقدععها صم‌امتعل 1۵ ۲۵12060 
۱2۷۶ وم0ه فیام۵1:ظ ,12007۲ مضه محصتا ماماهعع0زعجمع متتناوعع مه فصمتاه‌تصنا مصصمو 2۷۵ظ 05مطاعص موفطا ۴۲۱۵۱۷۵۷۵ 
210۵2 ۵۶ 06066010 مطا ۶۵۶ 05مطامصه لهمنممامنم)عه لمممتامهنصمع صقطا 6116001۷ عمط ود کاظ مصصتا (۵ع۲ )قط امه 
2 0۷ 200 05مط)عصص تایه لمممتنه اه 0عوقعووه 72۵ 112مممصصاهگ ۵۶ ممممومم 1 (2002) .21 6 ۷۷۳6۵ ۲ 5020۷ 2 1 .50۵ 
عصلوت عملمصده 0۶ 164۵0 صم ۲60و0۷7مععز فه9 112مممصصاهو اوعا رکل۴۳) صمتامعقع: صتقطه وفهععمصصوامم م6601مو-112مصمصل2 
۶۵ 1 1۱(۸۱۸ 112عمصاه5 06060160 هه ۷۵ لدع عم وه م6 ۵۲0۷۵۵ 28921 ۳۴ عظ) رافه‌تاجمی ما .فلمطامحط معبقلنه لفصمتاته 
مصت ۲621 ما مهمتاممع1 )قط) ۵0مو فعمصصتيم متلمعصو ده کل ۵۶ فاناومک .(2002 له به ۱۷۷۳۲۷۵۵) وعامرحنمه 0مصتصصقره عطا 0۶ 
0 ۲0 مصتا لمع ۵۶ ٩۵۵۵0‏ 4ص ممتناهمه ۵۶ م1۱۳۵5۵6 .ا0عز۵ع موم م۵ .م5 ماامممصصاهو ۵۶ ومصصتيم تمتمصمع ۳16 ۳0۴ 
اقصصمطامع1 0ماهنعه-ممم1 .م2072 عم 27۵ 6۵ 0۵7۵10۵60 مه ففتلباه ماس رفصوتمهع 00۵ ۵ 1۳۸۸ ]06060 
صباطاتمطه۷1) 0۳0۶ 0 عمجم صاً صمتامعاع0 ه11مممصلهه ۵۶ اب تالمصعه تعطونط چ ۵0«مطو (ظ )1۸‏ مم16201گ11م مه 
:۱) ۲۵۲ ممزوع تمصصتيم تاه ۸ ابا 112مصمصصله 5 ۵۶ )صنامصح معا 06060 ۱0نامع ۲۸۸۷۲۳ طوبمطااه .(2020 رمرم صهطممفکز 
تما 0۲ ۲0۴ مصصتا لمع۲ ره 06160160 0۵ صقه ولمم ماطام۷1-صمه عقط) )طمتاطعنط ما عصم)عهمرحصا و1 16 رتم۳۱۵۱۷۵۷ .10016 از۷۵ 15 
۲ و۵11 ۷1۵016 م۲۵0۲ )2 ممتاعامود 0ص معتتلیه ۵۶ ومطاممه لهمممتات0ه صا یاهع امه وعمل طعتطه رول‌مطامم 1۵۲۸-0۵860 
2016(۰ .21 )6 ۵ظ2۵) طمناهع1تاصدتان 
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نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران 
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مقاله علمي -پژوهشی 
شناسایی گونه‌های سالمونلا در فرآورده‌های خام مرغ با استفاده از کاوشگر اختصاصی به کمک 
روش ۳ 11016 1۸62۱ 


کبری تاجیک طوغان "- محمدرضا عدالتیان دوم "*- سید علی مرتضوی "- علی جوادمنش* 


تاریخ دریافت: ۱۴۰۰/۱۰/۰۹ 
تاریخ بازنگری: ۱۴۰۰/۱۱/۰۸ 


تاریخ پذیرش: ۱۴۰۰/۱۱/۱۷ 


چکیده 

هدف از انجام این پژوهش, شناسایی گونه‌های سالمونلا در فرآورده‌های مرغ با تکیه بر روش ۳0 1106) 621 است. بدین منظور تعداد ۴۵ نمونه از فرآورده 
های ماکیان که شامل سینه. کبد و سنگدان مرغ بودند از نقاط مختلف شهر مشهد و از شرکت‌های گوناگون خریداری و با رعایت موازین بهداشتی به آزمایشگاه 
نتقال داده شدند. طبق استانداردهای ایران و بین‌المللی. در ۲۵ گرم از ماده غذاییء نباید هیچ سالمونلایی وجود داشته باشد. بدین منظورء ۲۵ گرم از هر یک از نمونه 
ها جدا شده و تحت شرایط استریل به‌خوبی هموژن شدند و استخراج ۸۸( صورت گرفت. به‌منظور تایید. 103۸ استخراج شده توسط الکتروفورز ژل آگارز مورد 
رزیابی قرار گرفت. خلوص و کمیت 10۳۸ استخراج شده هر یک از نمونه‌ها توسط طیف‌سنجی نوری مورد بررسی قرار گرفت. در مرحله بعد به‌منظور شناسایی 
جنس سالمونلاء نمونه‌ها توسط روش )۳ 1106 16621 مورد بررسی قرار گرفتند. نتایجم حاصل از ۲۶ 1۳26 21ع6 نشان داد که از مجموع ۴۵ نمونه» ٩‏ نمونه 
آلوده به جنس سالمونلا می‌باشد. سپس اين ٩‏ نمونه از نظر آلودگی به گونههای سالموئلا تیفی موریوم و سالموتلا انتریتیدیس مورد ارزیبی قرار گرفتند که برای 
ین منظور از روش + معمولی استفاده شد. نتایج نشان داد از تعداد ٩‏ نمونه که در تست +۳0 عحطا 12621 مثبت تشخیص داده شده بود تعداد ۷ نمونه آلوده 
به سالمونلا تیفی موریوم بوده که از اين ۷ نمونه, ۵ مورد مربوط به سینه مرغ و ۲ مورد مربوط به کبد بود و از نظر آلودگی به سالمونلا انتریتیدیس از تعداد ٩‏ نمونه. 


تنها یک نمونه آلوده بود که مربوط به سینه مرغ می‌باشد. 


واژه‌های کلیدی: سالمونلاء سالموتلا تیفی موریوم سالمونلا انتریتیدیس» گوشت مرغ» ۳0۴ 11506 621 


مقدمه 

مرغ و فراورده‌های گوشتی بزرگترین منیع عفونت‌های سالمونلایی 
غیرتیفوئیدی در اکثر کشورهای دنیا می‌باشند. مطالعات نشان داده که 
مواد غذایی خام با منشاً دامی به‌ویژه طیور و فراورده‌های آن منبع اصلی 
آلودگی آشپزخانه ها و رستوران‌ها است (1993 ,.له 61 ۷۲0۲۱۵2۵۷1 
1 ,1۷۲1۳0۲ ع,1). باکتری‌های جنس سالمونلا گرم منفی» هوازی و 
بی‌هوازی اختیاری» باسیلی شکل به اندازه ۵- ۲« ۱/۵- ۰/۷ میکرون 
هستند که خصوصیات عمومی خانواده انتروباکتریاسه را دارا می‌باشند. 
از لحاظ شرایط رشد این میکروارگانیسم‌ها باکتری‌های انعطاف‌پذیری 
بوده و به آسانی با شرایط محیطی خود را هماهنگ می‌کنند. 


غذایی. دانشکده کشاورزی» دانشگاه فردوسی مشهد» مشهد» ایران. 

۴- استادیاره گروه علوم دامی دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد. مشهد. 
ایران. 

#ران 


سالمونلوز یکی از شایع ترین بیماری عفونی با منشا مواد غذایی در 
جهان می باشد که در اکثرنقاط مختلف دنیا بهخصوص در کشورهای 
در حال توسعه از اهمیت ویژهای برخوردار است ( 204 ۲7تا۸220 
9 ,27261)). سالمونلاها سالهاست که عامل بیماری روده‌ای 
شناخته شده‌اند و به‌عنوان مهمترین عامل مسمومیت غذایی قایل 
گزارش مطرح هستند (1997 ,۸162۳10). در میان این سروتیپ‌هاء 
سروتیپ سالمونلا تیفی‌موریوم* متداولترین عامل سالمونلوز در انسان 
می‌باشد اما این احتمال وجود دارد که در آینده نزدیک این نسبت به 
نفع سالموتلا انتریتیدیس " تغییر کند. چرا که عفونت‌های ناشی از این 
باکتری در اکثر کشورهای جهان رو به افزایش است. شواهد موجود 
نشان می‌دهد که مصرف تخم‌مرغ و گوشت مرغ آلوده با سالمولد 
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/نتریتیدیس عامل اصلی این افزايش می‌باشد ( ,.21 )6 ععلاه[0هز11 1 
6تر سبال ۱۳۰۱۴ ۸۳۳۹۴ موز شالمزتلانیس ثزاروپا بر اساین 
آمار و اطلاعات مرکز کنترل و پیشگیری بیماری اروپا (0۳) 
گزارش شد. بر اساس گزارش اخیر, سالمونلا اتتریکا زیرگونه انتریکا 
سرووار انتریتیایس و سالمولا انتریکا زیر گونه انتریکا سرووار تیفی 
موریوم بیشترین گونه های گزارش شده بودند که به‌ترتیب ۳۹/۵ و 
۲ را به‌خود اختصاص داده بودند (2015 ,۷0۲ 6 ۳5۸). در 
سال ۰۲۰۱۱ قوانین اتحادیه اروپاء ۰۲۰۷۳/۲۰۵ (2005 ,26) اصلاح 
شد. بدین صورت که معیار عدم وجود گونه های سالمونلا در ۲۵ گرم 
از گوشت تازه ماکیان به‌وسیله معیار عدم وجود و۲۵۲/10 .5 و 
0 ( .: در ۲۵ گرم از گوشت تازه ماکیان "جایگزین شد. 
روش های تکثیر 173۸ برای شناسایی و افتراق سرووارهای سالمونلاه 
با استفاده از پرایمرهای اختصاصی در سطح جنس و سرووار طراحی 
که ریا کي ان از نله مین شاف سید مالسا 
سالمونلا آنتریتیدیس سالمونلا پلوروم. سالموتلا گالیناروم و سالمولا 
دبلین می باشد. تکنیک های تکثیر ۷۸( بر روی نواحی ژنومیک 
اختصاصی سرووارهای سالمونلاء قادر به شناسایی و تفریق سرووارهای 
بالینی سالمونلا مهم می باشند. بنابراین می‌توان از آن‌ها به‌عنوان 
آزمایش‌های مفید و سریع غربالگری و نیز در جهت تکمیل و یا 
جایگزین آزمایش‌های بیوشیمیایی وسرولوژیکی استفاده نمود ( ه[136 
9 , .21 )6 تحاتقط2-آض). 

4 و همکاران (۲۰۰۸) شناسایی گونه‌های مختلف سالمونلا در 
مرکز اصلاح و پرورش مرغ بومی را مورد بررسی قرار دادند. نمونه‌هایی 
از بخش‌های مختلف سالن مرغ ماد سالن جوجه‌کشی, سالن جوجه 
های زیر یک هفته و نیز از تخم‌مرغ جمع‌آوری گردید. درصد آلودگی 
به سالمونلا در ۴ سالن مرغ مادر ۶۳۴/۱ درصد و در زرده تخم‌مرغ‌ها و 
نیز پوسته ٩۳/۱‏ درصد بود. از نمونه‌های مربوط به سالن جوجه کشی و 
سالن جوجه‌های زیر یک هفته. باکتری سالمونلا جدا نشد. در مجموع 
تعداد ۷ نمونه آلوده به سالمونلا بوده و تمام این نمونه‌ها متعلق به گروه 

«بودند. آزمایش ۳ برای تایید تشخیص جنس سالمونلا و نیز 
تعیین گونه صورت گرفت. تمام گونه‌ها به‌عنوان 
٩۰. 05‏ تشخیص داده شدند (2008 .له 66 520). 

20 و همکاران (۲۰۱۷) به شناسایی و بررسی سروتیپ 
های سالموتلا تیفی موریوم. ایفتتیس و انتریتیدیس در نمونه‌های 
بالینی از مراکز درمانی سطح استان کرمان پرداختند. با استفاده از روش 
۴ حضور جنس سالمونلا با تکثیر ژن 777۸ در ۱۳۰ نمونه از ۱۳۲ 
نمونه تأیید شده سالمونلا باروش‌های میکروبی و تست‌های بیوشیمیایی 
٩۸(‏ درصد) تأّیید گردید. همچنین نتایج نشان‌دهنده شیوع ۱٩‏ درصدی 


امعاصمن مج ممتاصع ۲۲۵۷ مووعوزن 10۶ عتاصمن صدهم0عاظ [ 


سالموتلاانتریتیدیس بود (2017 .له )6 صح2ع۷]۵) 

تکنیک ۳0۴ عحطلا-21ع دقیق‌ترین و قابل اعتمادترین نتایج با 
استفاده از کاوشگر فلورسانس به‌دست می‌آید که البته هزینه زیادی نیز 
دارد. در این روش از کاوشگرهای 1۸ یا 5*۸ اختصاصی استفاده 
می‌شود و در نتیجه در مولکول هدف» جستجو و تعیین غلظت برای 
توالی‌های خاص امکان پذیر می‌گردد. بنابراین حتی در حضور سایر انواع 
مولکول های اسید نوکلییک, نتایج حاصل از نظر اختصاصی بودن؛ در 
حد بالایی است. در این شرایط» چنانجه از کاوشگرهای اختصاصی با 
رنگ‌های مختلف استفاده شود حتی می‌توان ژن های متعددی را در 
یک واکنش ۳ مورد بررسی قرار داد (2015 ,.21 6 2۷2770) 

۷۵۵11 و همکاران (۲۰۱۷) به‌منظور بهینه‌سازی و تشخیص 
همزمان سالمونلا و اشرشیا در فرآورده‌های گوشتی و بررسی میزان 
آلودگی آنها با روش ۳0 چندگانه" تحقیقاتی انجام دادند. تعداد ۷۴ 
نمونه گوشت به‌طور تصادفی از نواحی مختلف استان زنجان جمع‌آوری 
شد. نتایج نشان داد که از بین ۷۴ نمونه گوشتی تعداد ۶ نمونه به 
اشرشیاء تعداد ۴ نمونه به سالمونلا و تعداد ۲ نمونه به هر دو باکتری 
آلوده بودند. آزمایش ۳01 چندگانه در تشخیص همزمان هر دو پاتوژن 
در کمترین رقت تلقیح شده به نمونه‌های گوشتی نیز از حساسیت بالایی 
بیماری‌زایی سالمونلا و اشرشیا جهت تشخیص سریع و همزمان اين 
پنوژن‌ها با حناسیت و اختصاصیت بالا بهیند سازی شد. واکتش ۳6 
چندگانهبه‌منظور شناسایی همزمان پاتوژن های انتقال یافته از راهغنا 
در کنترل آلودگی‌های مواد غذایی روش قابل اعتمادی است (۷1029۵1[ 
7 ,.21 اع). 0۳6۳8۵ و همکاران (۲۰۰۸) توسط روش ۳0۴ -21ع15 
6 به شناسایی سالمونلا در نمونه‌های مختلف غذایی از جمله: 
تهیه شد و پس از استخراج 1۸ از نمونه‌هاء شناسایی سالمونلا توسط 
:621-11۳ انحام شد. نتایج نشان داد که ۲۷ نمونه از ۳۲۰ نمونه 
آلوده به سالمونلا می‌باشد (2008 ,.21 )6 عععط). ٩1212‏ و همکاران 
(۲۰۱۷) توسط روش ۳0۶ 21-1۳6 به شناسایی سالمونلا در 
نمونه‌های مختلف غذایی پرداختند.۵۰۰ نمونه غذا به‌طور تصادفی از 
سوپرمارکت های مختلف طی ۴ ماه جمع‌آوری شد. این نمونه‌ها شامل: 
غذاهای پخته شده. شیر محصولات لبنی» میوه‌های تازه و سبزیجات» 
غذاهای دریایی» گوشت خام مرغ» انواع کیک ها می‌باشند. نتایج نشان 
داد که ۲۵ نمونه (۵ درصد) از آنها آلوده به سالمونلا بودند. گونه‌های 
درصد)» گوشت قرمز خام ۵/۱۳ (۳۸/۵ درصد) و ماهی ۱۱/۴۶ ٩/۲۳(‏ 


2 ۱۷۲۵۱۵۵1۵ ۴ 


تاجیک طوغان و همکاران | شناسابی گونه‌های سالمونلا در فر آورده‌های خام مرغ با استفاده از ۵٩۳۲‏ 


درصد) بود. همچنین شیوع بیماری سالمونلا در کیک. لبنیات» غذاهای 
پخته» به‌ترتیب ۱۱/۱۴ (۸/۲۶ درصد)» ۲۲/۵ (۲۲/۷ درصد) و ۳۲/۱۵ 
(۲۱/۲ درصد) در مقایسه با روش کشت بود (2017 ,.1 66 .)٩1212‏ 

روش های مولکولی متعددی بر پایه کشف 10۱۷۸ سالمونلا (برای 
مثال ژن ۸ 7:۲ ) توسعه پیدا کرده‌اند (2010 ,.لة )6 5ععصهندان»۷۲). 
تکنیک و روش ۳0۶ 621-116 سریع‌تر و حساس‌تر از روش ۳0۴ 
قراردادی" و داده‌های در زمان واقعی " و بدون استفاده از ژل الکتروفورز 
برای ما فراهم می‌نماید (2003 ,.21 6 ۵0121167). ژن‌ها و قطعات 
هدف مختلفی برای شناسایی و کشف سالمونلا در مواد غذایی استفاده 
شده است و ژن ۸ 77۲ متداول‌ترین ژن مورد استفاده بوده است ( 0ع) 
1 ,2 )ع). ون ۸ 27 کاندیدای خوبی برای کشف و شناسایی 
سالمونلا می‌باشد و در تمام سرووارهای (سروتیپ‌های) توصیف شده تا 
به‌حال وجود داشته است (1997 .21 61 304). علاوه بر آن» محصول 
این ژن برای توانایی اين ارگانیسم جهت تهاجم به سلول‌های 
پستانداران و ایحاد بیماری لازم و ضروری است (,5وتاتنن ک صقَلدت0) 
991 

در این پژوهش, بر روی فراورده‌های خام ماکیان (اعم از گوشت؛ 
کبد و سنگدان مرغ) تحقیقاتی در جهت شناسایی و کشف باکتری‌های 
جنس سالمونلا به کمک روش‌های مولکولی» انجام گرفت نمونه‌های 
تهیه شده به روش مولکولی ۳0۲۶ 11 16621 به‌منظور تایید نهایی 
مورد ارزیابی قرار گرفتند. هدف از این مطالعه شناسایی باکتری سالمونلا 
از محصولات و فراورده‌های گوشت ماکیان و تایید تشخیص آن با 
استفاده از روش ملکولی ۳0۲۶ 11۳06 5621 می‌باشد. 


مواد و روش‌ها 

نمونه‌برداری و استخراج ۲۱۷۸ 

باکتری‌های سالموتلا ایتتریتیدیس (1735 ۳۲0) و سالمونلا 
تایفی موریوم (۳۲0۵۱709) به‌عنوان کنترل مثبت تست‌هاء از 
آزمایشگاه بیوتکنولوژی مولکولی گروه علوم و صنایع غذایی دانشگاه 
فردوسی تهیه شد. به‌منظور فعال‌سازی» باکتری سالمونلا تیفی موریوم 
بر روی محیط کشت اختصاصی سالمونلا- شیگلا آگار ( -5۵10006112 
معه مالهع‌نطه) (2008 بلة بع [9270) و باکتری سالمونل 
انتریتیدیس بر روی محیط کشت اختصاصی «منعالط؟ ات۴6 صند:ظ 
تدعه (۳۲ظ) آگار کشت داده شدند (2014 ,بلح ]6 ۷1010622 برای 
آماده‌سازی به‌منظور استخراج 12۳۸ هر دو باکتری به‌طور جداگانه به 
محیط کشت مولر هینتون براث (ط0:ط (۱۵۲۱۵۲۲۵) 


1 0۵9۷۵۵۵02 


انتقال داده شدند و در دمای ۳۷ درجه سانتی‌گراد به مدت ۷۲ ساعت 
گرمخانه گذاری انحام شد (2013 ,.21 6 ۷۲۵8۵01). 


نمونه‌برداری از بافت‌های حیوانی 

تعداد ۳۵ نمونه که شامل بافت سینه مرغ. کبد مرغ و سنگدان مرغ 
می‌باشد از مراکز فروش مختلف و از برندهای گوناگون اعم از (یادگاره 
مک توس, کاکلی» آریا پروتئین» پاک» رضوان. سپید گوشت) از شهر 
مشهد جمع‌آوری شدند و با رعایت موازین بهداشتی به آزمایشگاه منتقل 
شدند. در مرحله بعد مقدار ۲۵ گرم از هر یک از نمونه‌ها جدا شده و 
توسط هاون و بوته چینی به‌خوبی هموژن شد. 


استخراج 03۸ از باکتری سالمونلاتیغی موریوم و سالموئلا 
انتریتیدیس 

بدین منظور از کیت استخراج ۸ ( ۳05 ۳۲6 طع:۳ 
جمنندتدوع:۳ ماداوصعآ» شرکت 0096 آلمان) براساس 
دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد. 


استخراج ۱۸ از بافت 

برای استخراج ۸( از بافت» در این پژوهش از کیت استخراج 
۸۸ از بافت ( )16 0۵6100) 1۲۸ عاو15 شرکت پارس توس 
استفاده شد. 


ارزیابی 1۸ استخراج شده 

به‌منظور بررسی وجود شکستگی در 1۳۸ استخراج شده از نمونه 
هاء توسط الکتروفورز ژل آگارز 7/۱ و خلوص و کمیت 10۸ استخراج 
شده با استفاده از اسپکتروفتومتر مورد بررسی قرار گرفت. 


واکنش ۳۴ 06 [۵ع] 

برای فعال‌سازی کنترل مثبت ۲۰۰ میکرولیتر از بافر رقیق‌کننده به 
ویال حاوی کنترل مثبت اضافه شد و به‌منظور فعال سازی کنترل منفی 
۵ میکرولیتر از بافر رقیق‌کننده به ویال کنترل منفی نیز اضافه شد. 
واکنش در حجم ۱۰ میکرولیتر انجام شد. محتویات ویال حاوی مستر 
میکس ۳۴ با محتویات ویال حاوی ۸۰5۵۷ ۳۶ مخلوط شده و ۵ 
میکرولیتر از آن به همه میکروتیوب‌ها اضافه شد. در مرحله بعد به جز 
میکروتیوب حاوی کنترل مثبت ۳ میکرولیتر آب به هر یک از 
میکروتیوب‌ها اضافه شد. سپس ۲ میکرولیتر از هر یک از 1۳۸ نمونه 
ها ته فیک تفت ها اشتافه قیة (عفل و ای عراخ.فر هسیک 


عصتا م۴ 2 


۴ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۱۸ شماره‌۵. آذر- دی ۱۴۰۱ 


انجام شد. ارزیابی محصولات واکنش ۳0۲۴ 1۳6 12621 طبق راهنمای 
کیت بر اساس مشاهده سیگنال فلوئوروسانس انجام گرفت. 
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جدول ۲- برنامه حرارتی واکنش ۳0۲ ما 18621 (2019 ,لح اه دعع:0ظ۳) 
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جدول ۲- مواد و حجم استفاده شده در واکنش ۳0 
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طول قطعه 0۲0006۲ ۳ 


۱۹ 


واکنش 6 جهت تشخیص باکتری سالمونلا تیفی 
موریوم و سالمونلا انتریتیدیس 

واکنش‌ها در حجم ۵۰ میکرولیتر انجام گرفت و هر واکنش شامل 
۵ میکرولیتر نحظ ۰1۷۲25167 ۲ میکرولیتر 1۸ الگوء ۲ میکرولیتر 
مخلوط آغازگرها و۲۰ میکرولیتر آب عاری از نوکلثاز بود (جدول ۲). در 
این واکنش از نشانگر وزن مولکولی 00 ۱۰۰ استفاده شد. تشکیل باند 
در محدوده 00 ۱۰۷ برای باکتری سالمونلا تیفی موریوم و همچنین 
تشکیل باند در محدوده 90 ۲۱۶ برای باکتری سالمونلا اتتریتیدیس 
بررسی شد. برنامه مورد استفاده ۳۶ و نیز مشخصات پرایمرها نیز به 
ترتیب در جدول‌های ۴ و ۵ درج شده است. 
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۱ 


نتایج استخراج ۲۸ 

متداول‌ترین تکنیک مورد استفاده برای شناسایی و تشخیص 
سالمونل تکنیک میکروپیولوژیکی سنتی است. عی‌رغم اینکه» این 
تکنیک دارای استاندارد طلایی می‌باشنده این روش‌ها معمولا پرزحمت 
و زمان‌بربوده و حداقل نیازمند ۴ تا ۶ روز زمان هستند که باعث افزایش 
ریسک جذب یا انتقال پاتوژن‌ها می‌شود ( 230 ۸00۲275 
53 ,۳12۳0۳0201). تشخیص سریع. با هزینه موثر و اتوماتیک پاتوژن 
های غذا-زاد در طول زنجیره مواد غذایی, همچنان به‌عنوان نگرانی و 
دغدغه اصلی صنایع و سلامت عمومی ادامه دارد. به دلیل این 


تاجیک طوغان و همکاران / شناسابی گونه‌های سالمونلا در فرآورده‌های خام مرغ با استفاده از .. 


میکروبیولوژیکی در طول دهه اخیر تبدیل شده است (2003 ,926256). 
نسل دوم متدولوژی های ۳0 ۳0۴ عصتاامعد توانایی برآورده 


۵2۹۵ 


کردن تمام اين نیازها ره به‌وسیله تکثیر و کشف هم زمان در یک 


واکنش یک مرحله‌ای در لوله بسته. دارد (2004 ,.له )6 ۷12107 


جدول ع- برنامه ۳0۶ 
0 ۳ -4 12016 


عل موز تا # 
0 
دناتوراسیون اولیه 
۱ 9 94 اوتاتصز 
0 1 
5 هن 1 94 دناتوراسیون 
1۳0 
۰.5 966 30 6 اتصال پرایمرها 
مودصم 
۰.5 960 30 72 طویل‌سازی 
ار ۱ 
1 . صنص 5 72 طویل‌سازی نهایی 


جمنعحه‌ای افصز۲ 


جدول ۵- توالی پرایمرهای با کتری سالمونلا تیفی موریوم (2015 .۵ 6۶ 11255602 «۵ظ) و سالمونلا انتریتیدیس (2013 .۵1 6 ۳۵120) استفاده 


شده در ۳0۶ 
وءل9 6 ۳۵120) 010/6۳111065 5۵۱۵۳۸۵/۵ 0ص2 (2015 وماه )6 602ععه۲۱ )اور 6۵۱۵۵۵ ۵۴ ومجهنوعد معصرز۳ -5 12016 
۴ 1۱۳ ۱۶6۵0 (2013 
۱ ۱ ۳ 
اما 1۷۲ (3اج) توص محصزر۳ 
3 647 ههمممم هه همم همه و موی 090 
۵۱ ۱۸ 
23 7 00/00۸ ]۲0/۸100 ]0 ]100 ]100[ ۷۲ 511 
0 64 ۸0۲006۵۲۵۵0۲ //98۳۷ 
0۳۷1۳5 
19 64 000 )۸ ۲ ۳,1[ 


واکنش‌های زنجیره‌ای پلیمراز (۳۶) و روش جدیدتر عصصتا-1621 
برای کشف سالمونلا پا سروتیپ‌های ویژه در برخی از مواد 
غذایی» توسعه یافته‌اند (2001 ,.21 6 ا1ع۳6۳۲). چندین روش ۳0۴ 
بوسیله هدف قرار دادن ژن‌های مختلف سالمونلاه از قبیل 11۸ 165 
(1993 بلح 66 ع0تل» هلعه (1993 یلح بع صهتعن؛ ظ ۷12 
(1995 ,.له اه ۲12510010) و ویرولانس مربوط به پلاسمیدها توسعه 
یافته‌اند (1993 ,ما 20 ,عمطد]۷). به‌نظر می‌رسد که برای کشف 
گونه‌های سالمونلاه روش )۳ نسبت به روش‌های سنتی کشت 
برتری دارد. درحالیکه روش ۳)۴» کشف سریع. حساس و ویژه پاتوژن 


در صورتی که روش‌های مبتنی بر کشت فقط سلول‌های زنده را کشف 
و شمارش می‌کند (1993 ,.21 61 ۰1056050۳ ۸((] استخراج شده 
از دو باکتری سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس با استفاده 
از ژل الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت. نتایچ مربوطه در شکل ۱ 
(ه)» قابل مشاهده است. 1۸ استخراج شده از بافت عضله سینه 
و از رنگ صنهاه 216 برای مشاهده 1۱۸ استفاده شد (شکل ۱ ظ). 


۶ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ابران. جلد ۱۸ شماره‌۵. آذر - دی ۱۴۰۱ 


۱1 
شکل ۱- (۸) الکتروفورز ژل آگارز 0٩۸‏ استخراج شده از باکتری‌های سالمونلا تیفی موریوم و سالموئلاانتریتیدیس 


1000 50 


100 ۲۳ 


۳۹ 


ردیف ۷ نشانگر وزنی 0۸ ردیف ۱ باند 9۸ استخراج شده از با کتری سالموتلا تیفی موریوم و ردیف ۲ باند ۸ استخراج شده از 


۵ باند 9۸ استخراج شده از بافت کبد و ردیف‌های 1 و ۷ باند ۸ استخراج شده از بافت سنگدان می‌باشد. 
00/۵4 6۵02۵2 ۵۵0 ۵۵ ۵220۵2 ما مهن خ۱ ۵ ونمعمصامم0عع آهع ۸۵2۲096۵ (۸۵ 1۰ ۲1۵۰ 

2 ۲0۷ 200 ۱0۵۵۵ ۵/۵/۵۵۵۵ ۵20۵2۵2 ۵ 0۵۵0 0۵۸0 ۱۸ 66 وا 1 ۲۵ و۱2۲۵ ۱۱۸ مم)۱۸016۵ ]۱۷ ۱۵ ,م020۵ 
6 3 و2 و ۲0۱۷5 ۱۳۵۲۱۵۲ ]۳۵1۵0 ۱۷۸ 0۵) وا ۱۷ ۲۵۱۷ :(ظ) 026۲۵۵ ۲۱۱/۵۲۰۱۵ 2۵۵2 هگ رم 0۵0۵۵ ۵۵2۵0 ۱۱۸ 06 و1 
276 7 200 6 ۲۵۱۲۹ 2100 90و ۱۱۲۵۲ ام ۵02660 02808 ۱۳۷۸ 2۲6 5 2۳80 4 ۲۵۲۷۹ 506و رصم مها ملصدوط 
۰ 00۱6 ۵ 6۵660 02۳006 


نتایج واکنش ۳۴ 1706) 6۵۱ 

روش ۳0۴ 1621-156 تشخیصی» برای کشف و شناسایی 
اختصاصی سالمونلا در مواد غذایی» به‌عنوان یک ابزار سریع و موثق 
برای کنترل نمونههای آلوده شده در طول زنجیره تولید غذاء به‌طور 
فزاینده‌ای در حال استفاده است. برخی از روش‌های بر پایه عحصتا-1621 
8 برای شناسایی سالمونلاء قبلاً مورد توصیف قرار گرفته‌اند (6) 
2 ,21 6 1]8508 :2000 ویلح 6 ۳۱۵0۵۳۴2۲ :1997 ,.21 1 
اکثر این آزمون‌ها به‌عنوان یک ابزار تشخیصی قابل کاربرد نمی‌باشند 
که اين امر به دلیل فقدان یک کنترل داخلی تکثیر (۷۸6 می‌باشد. 
یک روش ۳ برای تشخیص سالمونلاه در مطالعات همکاری بین 
المللی» ارزیابی و تعیین اعتبار شد (2003 ,.له 6 ۰۷۲۵۱0۲۲۷ این 
آزمون یک قطعه ۲۸۴ جفت بازی از ژن ۸ 177 را تکثیر می‌کند و به 
دنبال آن الکتروفورز ژل آگاروز صورت می‌گیرد. 

از تعداد ۴۵ نمونه که ۱۵ نمونه شامل بافت مرغ» ۱۵ نمونه شامل 
بافت کبد و ۱۵ نمونه مربوط به بافت سنگدان می‌باشد» نتایج حاصل از 
۴ ما 61 نشان داد که مجموعا ٩‏ نمونه آلوده به جنس 
سالمونلا بودند (شکل ۲). از این ٩‏ نمونه» ۶ نمونه مربوط به بافت مرغ» 
۲ نمونه مربوط به بافت کبد و ۱ نمونه مربوط به بافت سنگدان می 
باشد. این ٩‏ نمونه جهت تشخیص دو گونه سالمونلا تیفی موریوم و 
سالمونلا انتریتیدیس مورد ۳۶ قرار گرفتند. 


01 11)1620109مرصصه اقصعاما 1 


شناسایی باکتری سالموتلا تیفی موریوم به کمک واکنش 
۳0۴ 


محصول ۳ مربوط به ژن 5۸ باکتری سالمونلا تیفی موریوم 
با استفاده از ژل الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از دستگاه 
0 06 باند مورد نظر در محدوده 98 ۱۰۷ رویت 
گردید. از تعداد ٩‏ نمونه که در تست ۳0۶ 11۳06 5621 مثبت تشخیص 
داده شده بوده تعداد ۷ نمونه آلوده به باکتری سالمونالا تیفی موریوم بوده 
و واجد ژن 672۸ می‌باشد که از این ۷ نمونه. ۵ مورد مربوط به بافت 
مرغ و ۲ مورد مربوط به کبد می‌باشد. از آنجایی که ژن 1:۸: اختصاصی 
گونه سالمونلا تیفی موریوم می‌باشد (2015 ,.ل 66 ۳۱۵5568۵ 0عظ). 
نتایج» تاییدی بر تشخیص گونه سالموتلا تیفی موریوم در این ۷ نمونه 
می‌باشد. محصول ۳0۴ ژن 53۸ دارای اندازه 00 ۱۰۷ می‌باشد. 


ای واستن. ۲۳۴ چیت. شم باگری. مود 
انتریتیدیس 

محصول ۳۵1 ناشی از تکثیر ژن 1۳1 بعد از بررسی با دستگاه 
عمتاهاحعصته1(0 آعن» باندی در محدوده ۳0 ۳۱۶ تشکیل داد. از 
تعداد ٩‏ نمونه که در آزمون ۳0۴ نا 361 مثبت تشخیص داده 


شده بود. تعداد ۱ نمونه آلوده به باکتری سالموتلا اتتریتیدیس بوده که 


تاجیک طوغان و همکاران | شناسابی گونه‌های سالمونلا در فر آورده‌های خام مرغ با استفاده از ۵٩۷  ...‏ 


مربوط به بافت مرغ می باشد و تنها این ۱ نمونه واجد ژن 1۳1 می‌باشد. 
از آتجایی که ژن 1۳81 اختصاصی جنس سالمونلا می‌باشد ( اه ۳2120 
3 ,.21 ). نتایج» تاییدی بر تشخیص جنس سالمونلا انتریتیدیس در 
این ۱ نمونه‌می‌باشد. محصول ۳0۴ ژن ۳1 دارای اندازه 90 ۳۲۱۶ 
می‌باشد. ۲12:520 -1]-۳۷۵2 و همکاران (۲۰۰۴) روشی را برای 
کشف و شناسایی سریع سالمونلا به‌وسیله واکنش‌های زنجیره‌های 
پلی‌مراز پیشنهاد دادند. در این مطالعه» پرایمرها بر اساس ژن 5771 


ترا ۱۰۱۸۱۱۰ 
۰ ۲ 1 


نزن ری 


به‌منظور توسعه یک روش ویژه ۳۴ برای کشف و شناسایی سالمونله 
استفاده شدند. ژن 5/7 به‌طور وسیعی در گونه‌های جنس سالمونلا توزیع 
شده است. این ژن بر روی کروموزوم سالمولا تایفی موریوم قرار گرفته 
است و حضور یک ژن 57 سالم و دست نخورده» به طورقابل توجهی به 
خاصیت تهاجمی و ویرولانس سالمونلاه کمک می‌کند. این مطالب 
مبین و موید این است که علاوه بر ژن مورد استفاده در کار ما (۸ 7۲) 
ژن‌های دیگری هم استفاده شده است. 


ار 


شکل ۲- منحنی تکثیر مربوط به کنترل منفی (سبز). کنترل مثبت (قرمز). نمونه‌های دارای عدم آلودگی به سالمونلا (آبی)ء نمونه‌های آلوده به 
سالمونلا (سیاه) و کنترل داخلی همه نمونه‌ها (نارنجی). 
5۵۱۱00۵06118 ورمساه) فعامرصعه مع۲- فاص ماع رمع ام موم 0۵و۳۵ (رصمعه) مصم امه م6 ۵۶ ان ممتاهم) ۳۲۵۱۲ 2۰ ۲۱۵۰ 
۵۳08۵6۰ 01) فقو اه ۵۶ اماصی هرمز 20 (مامهاه) معامرصهی 0ع)مصتصماجم 


6 7 ۶ 9 10 11 


107 0 -- 


شکل ۳- شناسایی با کتری سالمونلا تیفی موریوم. ردیف ۷1 نشانگر وزنی 0۸ (لدر ۱۰۰ ۱0 بوده و شامل ۱۰ باند از ۱۰۰ تا ۱۰۰۰ می‌بانشد.) 
ردیف ۸ کنترل مثبت (سویه سالمونلا تیفی‌موریوم) ردیف‌های ۲ ۶ ۰1۰۵ ۷ ۸ و ٩‏ نمونه‌های آلوده به باکتری سالموتلا تیفی‌موریوم می‌باشد. 


ردیف ۳ و ۱۰ نمونه‌های عاری از آلودگی می‌باشند و ردیف ۱۱.کنترل منفی. 
0 0 100 و1 ۱2006۲ عظ)) ۱۷۲2۲۱۵۲ جاونه ۷ ۲۸ ۲۵ وز ۱۷ مهن .)هد ۵ والهممرسادی ۵1 دمنای10 ۱0۵2 .3 ۲1۵۰ 
2 و4 و5 و6 و7 و8 و9 65 0۵0 ۵۵۵۵ 62/200212) اماصی 0۷۵زو۳۵ با 2۳6 ۱000(۰ ۵ 100 0 ول‌صده 10 فع0 1۸01۳0 
مصفیا هه رومام‌صوهه عم صممصنصدصم مره 10 2۵04 3 مها ههد تام ملهممسامی ۷16۵ 606)حصتصدادم 2۲6 ومام‌صده 
۱۵۵2۵1۷ ۲۳6 وا 11 


2۹۸ نشر به پژوهشهای علوم [ صنابع غذابی ایران؛ حلد #۸ شماره‌۵» آذر- دی ۱۴۰۱ 


316 ۲ 


شکل 4- شناسایی باکتری سالمونلا انتریتیدیس. ردیف ۷ نشانگر وزنی ۱۳۸ (لدر ۱۵0۱۰۰ بوده و از ۱۰۰ تا ۱۰۰۰ می‌باشد)؛ ردیف ۱.کنترل 
مثبت (سویه سالمونلا انتریتیدیس)» ردیف ۵ نمونه آلوده به باکتری سالمونلا اتت رینیدیس می‌باشد. ردیف‌های ۲ ۳ ۰۰۶ ۷ 4۸ ٩‏ و ۱۰ نمونه‌های 
عاری از آلودگی می‌باشند و ردیف ۱۱ کنترل منفی. 
۰۵8۵65 200 00 100 و ۱۵006 6ظ6) ۱۸۱۸ 0۶ ممابه]۱۷ ]داعنه۷۲ ع) عز ۱۷ مصهنا .ماد 0۱1616 5۵۵۱۱۵۵ 0۴ ممنای10»011 4۰ ۲12۰ 


۰ 60۵ )0 عام‌صصوو عط) و 5 مصصنا ورصتحاد 010/۵۳15 6۵۵۸۵6) مادم ۷۲۵ و۵ م۳2 وا 1 6صرهنا و(1000 ۵ 100 من 
۰ ۱۵8۵۱۷6 6 ور 11 6صرهبا 0صه ومام‌جصوء مع۳-صمتامتصمادی 22۳6 2 و3 ر4 و6 و7 م8 و9 و10 عع‌صصا .متصهمامده ۵/۵1 ]9۵/۵01۵ 


با توجه به اینکه جنس سالمونلا به‌عنوان یک پاتوژن غذایی و عامل 
بیماری‌های گوارشی همچون تب تیفوئید پا حصبه» منجر به کاهش 
کیفیت محصولات غذایی از طریق ایحاد الودگی مواد غذایی می‌شود. 
از این رو شناسایی روش‌های سریع و کارآمد در شناسایی این جنس 
بسیار ضروری است. بنابراین» این تحقیق با هدف معرفی و تایید 
روش‌های ۳0۲ و ۳0۶ 11۳06 ۲621 در شناسایی دو گونه بیماری‌زای 
سالمونلا شامل سالموئلا تیفی موریوم و سالموتا انترتیدیس در بافت 
حیوانی مرغ, کبد مرغ و سنگدان مرغ می‌باشد. با توجه به اینکه هر یک 
از باتتری‌های مذکور دارای یک ژن مارکر شامل ژن 1۳.1 در سانموتلد 
اتتریتیدیس (2013 ,.21 66 ۳۵20) و ژن ۶1۸ در باکتری سالمونلا 
تیفی موریوم (2015 بلح 6۲ ۳1259692 «6ظ) می‌باشند. در این 
تکنیک‌ها از ژن‌های مذکور به‌عنوان نشانگر مولکولی استفاده گردید و 
از دو جفت پرایمر (۲۳ نله . 5۳ هنته : ۲۳1۱۳۷ 1۳15۷۰) برای 
دو ژن» 1۳1 (2013 ,له )6 ۳۵20 ) و ۶4و ( ,له اه قصع‌عوم۴۱ معظ 
5 استفاده شد. قسمتی از ژن که توسط این پرایمرها تکثیر می 
شود به‌ترتیب 0 ۳۱۶ و۱۰۷ طول دارد. ژن 1۳1 جهت تشخیص جنس 
سالموتلا انتریتیدیس (2013 .21 61 ۳۵350) و ژن 51۸ جهت تشخیص 
گونه سالمونلا تیفی موریوم (2015 ,له 6 ۳128968۵ (عظ) مورد 
استفاده قرار می‌گیرد. از آن جایی که انتخاب قطعه ژن و پرایمر مناسب 
و درجه حرارت مطلوب در مرحله عص222621 از پارامترهای موثر در 
سیکل تکثیری ۳0۴ است. لذا این دو ژن انتخاب گردیدند. بر اساس 
نتایج از تعداد ٩‏ نمونه که در تست ۳0۶ عتا 5621 مثبت تشخیص 


داده شده بوده تعداد ۷ نمونه آلوده به باکتری سالمونالا تیفی موریوم بوده 
و واجد ژن ۶/۸ می‌باشد. که از این ۷ نمونه» ۵ مورد مربوط به بافت 
مرغ و ۲ مورد مربوط به کبد. و یک مورد از نمونه‌های آلوده مربوط به 
ژن ات1 در سالموتلا انتریتیدیس می‌باشد. با توجه به نتایج به‌دست 
آمده, شناسایی بیان ژن‌های مذکور در بافت‌های سینه» کبد و سنگدان 
نشاندهنده این مطلب است که روش ۳0۴ و ۳0۲۶ عصصتا ۲621 می 
تواند به‌عنوان ابزاری مناسب در شناسایی این پاتوژن در بافت‌های مورد 
نظر مورد استفاده قرار گیرد. مطالعات اخیر نیز نشان‌دهنده این مطلب 
هستند که ترکیب تکنیک‌های ۳ و تکنیک‌های مبتنی بر فلورسنس 
همچون ۳0۶ عصتا ۲621 (0۳0۴) جهت شناسایی پاتوژن‌های غذایی 
ابزارهای بسیار مناسبی هستند (2013 ,له )6 2270 ]-62اع۴500۲1) 

بی‌تردید یکی از دقیق‌ترین» حساس‌ترین و سریع‌ترین تکنیک‌های 
تشخیصی عوامل پاتوژن روش‌های مولکولی است ( ,.ل۵ اه 130001 
8 یکی از رایج ترین روش‌های تشخیصی مولکولی واکنش‌های 
زنحیره‌ای پلی مراز (۳۴) است (1998 ,له 6 122715). این روش 
دارای بیشترین دقت» حساسیت و اختصاصی بودن و نیز سرعت می‌باشد 
چراکه اساس آن تشخیص ۲۸( (قسمتی از ژن) است ( ا5ا۵0 1 
58 ,۳۴۱۷۲۷1 200). با استفاده از این روش می‌توان چند ژن مورد 
نظر را در یک جنس و یا سویه باکتری تشخیص داد علاوه بر آن می 
توان» هم‌زمان چندگونه باکتری را تشخیص داد ( نع507206 
21 , .21 ]6 1002010۷ اساس این تکنیک تکثیر قسمتی از 
۸ با استفاده از یک جفت پرایمر اختصاصی است. مزیت دیگر این 


تاجیک طوغان و همکاران / شناسابی گونه‌های سالمونلا در فرآورده‌های خام مرغ با استفاده از .. 


تکنیک عدم وابستگی ۳01 به بیان ژن است. زیرا در روش‌های 
بیوشیمیایی تغییرات فیزیکی ناشی از فعالیت‌های متابولیسمی عامل 
پاتوژن موجب می‌شود به وجود آنتی‌ژن و یاعامل بیماری‌زا پی برد و 
عدم تولید آنتی‌ژن در این روش دلالت بر عدم وجود عامل بیماری‌زا 
می‌کند. درصورتی که ممکن است عامل بیمارزا هنوز آنتی‌ژن تولید 
نکرده باشد (1998 ,و۳۷ 20 1وام1("۵). ژن‌های هدف متعددی 
جهت شناسایی برای سویه‌های سالمونلا معرفی گردیده است: ,510۳ 
0 واع] ٩0۷),‏ ب۵ 1۳۷ نت۳1 (1989 ,.21 66 0ع0۱/0)) تمامی این 
ژن‌ها را می‌توان با ۳0۶ 4عاعع۱ ۳0۴ لعاوعه نع و 
۴ 1۷۲0101016 و سایر روش‌های ۳۶ تکثیر کرد ( 66 007/060 
9 ,.21). 


نتیجه کیری 
روش ۳0۴ 1621-01۳06 به‌عنوان یک روش سریع با امکان 


۵۹۹ 


تحقیق امکان تشخیص سریع و هم زمان باکتری فوق‌العاده بیماری‌زای 
قل شده از رن مواه غنایی ی سالمونله با اختصاصیگ:و 
حساسیت بالا در سالمونلا و از مرغ بهینه‌سازی شد. نتایج حاصل از 
۴ 6 361 از مجموع ۴۵ نمونه, ٩‏ نمونه آلوده به جنس سالمونلا 
نشان داد. نتایج روش ۳۴ معمولی نشان داد از تعداد ٩‏ نمونه مثبت 
در تست ۳0 نا 326۵1 بیشترین آلودگی به گونه سالموتلا تیفی 
موریوم بوده (۷ مورد از ٩‏ مورد) که از اين ۷ نمونه. بیشترین آلودگی 
مربوط به سینه مرغ (۵ مورد) و ۲ مورد مربوط به کبد بودند. آلودگی به 
باکتری سالموئلا انتریتیدیس از تعداد ٩‏ نمونه, تنها یک نمونه آلوده بود 
که مربوط به سینه مرغ می‌باشد. 


تشکر ۴ قدردانی 
این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه فردوسی مشهد و با گرنت 
شماره ۲/۴۶۵۸۷ انحام پذیرفت. 


تشخیص هم زمان چندین عامل بیماری‌زا هم در زمینه‌های پزشکی و 
هم صنایع غذایی بسیار مورد توجه و استفاده قرار گرفته است. در این 
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,۱56056( ع ۴۵۱۵۵۵5 ۵۲۱۱۵ ۳۵۵۵ .و۷٩‏ حمتاه‌ن 0۳0 0۳۵116۲ 0ماه1عع)ص1 منز 112مممحصلهو گم ممتعوتحصعصه )011208 
1/01/00 .90-102 ,(2)1 

۶ 126665 ص212 صا 06060010 مطا 10۶ 0مطامصه ممتام2ع۲؟ متقطل مفهعصصرامم ۷6ا2)تاصهتان ۸ 1993(۰) .1 .۸۵ بعشا کی ر.ل رطمطه]۷ 
455-4 ,(111)3 ,۱610 بوها ۳۲۵۱20 200۰ 90۷۴ معط ص21 ٩2111086125‏ 
۰ ۱ و ۵( 

۶ محتهعه لهعت رب لمصج مط) ۵ ممتلمل‌ناه۷ مامم۱۷]۵0۵ 2003(۰) بک راما عک رت رفعصاظ ورگ رته/۲۱۵0۲ ر.ظ اصمه۷ 
290-۰ و(69)1 ۱۱۱۵۲۵1۵0۵ 21۷۲۵۱۱۱۵۵۵ ۵۵0 ۸۵۳۵/۵0 .0270صهاد تقطمتاقصماصا هچ مله ۱۵۳ :۳۵۴ 112عممصل2 
۳69.003 09://001.012/10) 

۷۲ (2003) ,۱6 رطاتامطام۲۱ ی ... وبا پکلم۲۱۱۵۲010 و.ظ مطامع۲ وی کلطناه ۲۱۵۱0۷ و۷ رفهع۲10 و.ل و۲۱۵01]2 ,.ظ و۷210 
-89)2 ,چوما0 ۱۵09۵ 0000 0۵۵ ۱۱۱۵۱۱۵۵۵0۱۵ ۵۱00۰ ۲0۵-02960 ملمووو ۱12مممصصلوو و ۵۶ امحتنهعه ماومصع12 
168-1605)03(00154-۰ 10۰1016/50 /005://001.01۲82 .241-249 ,(3 

۲ ۳ محدرلا- ۲6۵1 متاومصعه1ن 2004(۰) ,۱6 رطاتاصصاه ۲۱‏ بظ مطتات۷2 بت مععصاظ و.ظ مطمه۲ و.ظ بلظ2662850ظ ,.ظ رتم۷21 
06۰ ۱ (70)12 . روهاهاض۱۱۵۵ . 61۳۳۷۵۱۱۱۵۵ 6۳00 ۸۳۵/۱۵0 .۶۵00 طا .. ق1امجمصصلدد.. 2۶ صمتاهعاع0 
4 005://001.0۲2/10.1128/۳1۷.70 
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تاجیک طوغان و همکاران / شناسابی گونه‌های سالمونلا در فرآورده‌های خام مرغ با استفاده از .. 


۴۲-0۴ مصصتا-لهع۲ ۵ ۶ه ممناهلتله۷ «تممتصتاهن مه )ممصصم‌مامعن1 ,(2010) .ر راهن 0 ک ر.] تاتتوظ ریگ رقفعصصتیاتع۷۱ 
,6۳۱۵۵0۵ ۲۵5۵۵۲6۵۱ ۲۵۵۵ .6112عمصص۱ه5 ۵۶ ممتاهعع0 م0عمو 4ص ۲۵۵10 عطا 1۵۶ هلنطلصا عصتاهع‌تها 00طامصظر 0عق2ط 
00-010۰ [/16 10.10 :001 

مادک مور 5۵۵۵ 01 جمتلجعتاوع 1۳۷ 240 10600111620019 2017۰ ٩.‏ رتصفحظ ریگ رصهتته م22 ریظ مصه‌مطع ۷0 
۷۵۵۵1 0۶ ما۲0 صهتصح .عمصدمتص صقصمک ما فععاصعع امعم حصرمی ومام‌صهه لقعتصتاه صا ۹6۲00۵۵5 وتلتاتعاصط هه 
۵120(۰ع۳ ص) .1-8 .00 و(11)2 ,۷۲16۲۵0101087 

۵ 204 ۴003۱3۱ 6۵۱۱۵۲۱۵]۱۵ طا قتمامع! عمصمن ۵ صمتامع۱۳۵ ۸۷۲۰ تممصمما ب۷ تصتصهل»ع2ظن ب۲ مفادم۷ 
۰ 0۵۵ ل .مد ۶ ۲۶۵۷1۵۵۵ بهتاطل1ظ ۷۵ امطمصصحطم طا جعصه صف‌امنط حصم 0ماق01ع1 ۹600۵۵5 فتلتاتماجم 
17-۰ :(1)01 :2014 

6۵ ۴ 60۳11۵۱۱۵۱07۱ 5۵/۱۱۵۱۱۵1۵ عصتطلصه1۳۵6 :2012 با رتهصصصهطم] ۱۷ 20 ری بقطتطمهآ ,۷ رتهعتفک .۷ ,۷02 
مصحطممصند .ععصهاولوع۲ ول مصتادتلهبه مه منامتصطاهع؟ ۳ دیا وععصب 2۳۵ 0قحصظه تعیووظ 4ج طعب نامک طا دعوم 
۳۵۲۹120(۰ 12) .179-187 .00 ,(19)2 مطوعم2(] 

قیاممصه)ااصتی 10 کنظ مان ۷۲۵۱۵ ۵ 0۴ ممتاه‌متصصتان۵ 2017(۰) بک وتتامطلهز۱2 ی رو ,۷220120560020 وبا بت۸۵۵22 بلط رتله۷015 
۵ 0 مصنصداومن) مج ۳۲7 :۵157 6۵ ۲۶62769۵ 4ص2 ٩۵۵.‏ 112معمصصلهو فصععمطل۲2 معمطا۲۵00 ۵۶ طمتا1(6)6۵ 
83-۰ ,(20)6 ,60168665 ۱۷۲۵01621 0۶ لوهب نها کلمت ۵۶ تاه[ .م۲۸۵0 ۷۲۵۵۲ 1 52وخر 

۳۵۲۹1۵۴(۰ 1) .185 10 184 .۵۵ .۱۷۲16۲۵۵1010821۷ ۳0۵0 .1993 ۳۰ .9 ,212-11-۳120 .۷۲ ,24زمصصمطاومک رنه ر۷]۱۵۲)۵22۷ 
061001108 ۳0 مصصت هم 2015(۰) ب .) بن) .ل .1 رتم901 عک و.ل ۷۲ ,0تقاففی و.ت) ,۵11۵20-۳]6۲25 ر.ظ ,هه 
1105://001.0182/10.1016/[.002.20141-7 .231-250 ,439 مقامه ممتصتطه ممتصنت 

,۱۷۲ ]0۱60۴۵161 منطو ویمم ]۷1126-۴0281 ,0.1 ]۷1126-۳6281 ,رو ]۱۷۲0۵۲۵۲۵ ,۲.0.۸ ع1)10و1ظ ,۲.۵ ۳2120 
عاص ناه ۵ رها فصم‌متصن مملزمه 0مامعگص للدهه ظا ار مه وا ۵/۱۵۳۸۵۱۱۵ی وود 112مصمصصلده ۵۶ 
17-83822002 ۱0۰۱590/15 /00)05://001.0۲2 .بجعها و۷۱۵0 ۵۴ ما ول ه ۱۵2 .دوع ۳۲0-92860 

امن متاوعصطمل 0۲ تماصم مط ما ها مهو ۵۶ وملمعوو کصمع 0 ۵ ممتاه10000)1 بجاو رد2عز0نیک جصای رتتل ت۴۵ :۸ ,120 
(صقتویعظ 12) .93 60 87 .0۵ .4 ععحاحصناه ر21 ۵۵۲00 ,2008 .صمت)اعنا)فجمع مه نموم .عصتمععه 

۰ هه موهتمص زاو وه 112مصمصصلهو ۵۶ ممتاعع06۱ ۴۵۵10 2004(,۰) .۱۱ .0) ,۵0221 ی ,۷۰ مقحظته ۷ .و ,۱۷۵2-171-۳295 
6/[.0000.2004,3 10۰101 /08://001۰0۲82 .333-339 و(16)۵ مععراه ماع ۵۳۱ ۲۵۱66۵۲ 

8 .01122009101058 ۲۵ :عمصع1ع5 000 ص کلن۳ محز-۴۵۵۱ 2013(۰) ,۱۷۲ ۲۱۵۱۳۵۵0062 عک .لا ,001 .1 ,827270 1۵0۲]8167-1 
0://01.0۲2/10.21775/01۴00.015-9 :39-44 ر(2)د ,ما10 ۲۷۵۵6۷۵/۵۳ ۱ 5عبروو] 

.216:3-9 .01دظ ۱۷۲۵01 48مطاع۷ .275وعه ۲0 متاومصعهنه ۵۶ ممصمصصمنمم مه ساتمتلنهعمگ .2003 بکا رع8ظ920 
005://001.0۲2/10.1385/1-59259-344-3 

۶ 061600001 10۲ 00طامصظ ۷۵۱۱02160 مه 699101۷۵ ملتحق بکال .۲۸800127 بآ بلصهتفک بک .تقط0تصففطه رنلو .زمتق 
:(22)3 :2008 .وه‌۴۳۵ 0۵/1 ۲۸۵7 28٩217.‏ طمت)هصجاجومی ۳۵۱۴ 86٩]60‏ - معبایتن طامها کصمحصطان‌تنجه صه ها ۶۵0۵0 صاً 6112صمصصله 
۰2 3-۸۱۳3 :605://001:012/10.1016/[.3100 .201-6 

2017(۰) .۲ ۱۷62۹۵01-1۲0 ع ... ویک مطتامحصحصهک رت ,عصهتا۷]210 ریق مقطمتطمه1 ریق متتامقصصق بظ مقطهطات2ظ .۷ م1212 
-۲6۵1/)محصط‌تیصه 0مصتصجمی 2 عصلوها مونصه [ یعنام ما وعمقه 1000 )صمع1گنل ما 112مصمصلهد عصتامعاع0 4صه عصنطهع۵ 
۰ 8 ر,جوها۵90 ۱۱۱۵ 7 ۳۳۵/۶6۷۶ .04طاعصظ ‏ معاانه . تقممتامهبجمه ‏ طاه ‏ ممتاهاه‌هم . :0مط)فعصظر . کلنظ . فحصصتا 
6 10-100۱ /0009://001.072 

ممتا150[2 .2021 .9 یکاصقطومط رل پا ت۷۵ بیم ۱۷۲۵۲۵2۵2۷ ریظ مطفعصفصل12۷2 .۲ رتلتطقطاو وی بتاهاصهامن 1 نطعع90۲۵0 
0۰)عصه تهزنامع]مصه مضه معبقایه وه مععفهه مامت ها )مهو ۷۵110 موی فاصه‌عه لمطاهعنمه ۶ صمتاهع2)111ع10 هه 
(صدتویعظ 18) .14 ۵ 1 .۵0 :(114) 18 .0050۳7۷ص1 4ص ممصمتعی 1۵00 ۵۶ آهباهز صهتصه]] 

امن ما ها[مممصصلهد ۵۶ ممتامعاه(۱ ۳0 هه ۲ص ۵1۷۵اهنا۵ (2020) .ظ میتطام‌ممهطمصهک ی و۷ مصتاطاتفطم] ۲۷ 
0 ۵9۸۵۳۱۱۵( ۲۱/۵۲۱۱۵۵۳۵ .0صهنهظ۱ رهم۲۶۵۷ تصهط۱. حصینطجظ مصنامه واه ۱۵62 مهم 0۱۱60۵0 فقام‌صنه 
3 ۵ 7 .8833173 ,5612766 

0 511۱۱0۱۱1 0۴ 060601109 ۲0۴ 0ج ممصملج0۲۵۷ 6ظ 1 2002(۰) .۲ «عاصصز۵ی) رناژ فصتلامن یک 0111 ۱۷۲۵ ,ظ )۱۷۷ 
05://001.0۲8/10۰10016/50378-1135)02(00160-8)) 2:89)1(:53-60۰ ۱۷۲1۱6۲0۵0101۰ ۷۵۲ ۵0۵۱210۷۰ ۳2۱ ظ1 

مصم۲۱0000 0۴ طمتاما۱(۵ نز120 ۷ 1 ومعمه‌الم 200 وعممه۸0۷ 2016(۰) .ظ رلنبا تک و.۲ وفتاک و.ل م1208 و2 معط ور ,7012 
۸۲۵5://01۰0۲8/10.3389/1۳010(6.3 1833۰ ,7 ,102۷م91ا0عنحظ طً و۲۱۵96۲ .قصمعمط2ظ 


۶۱ 


33. 


34. 


33. 


36. 


37. 


38 


39. 


40. 


41۰ 


42. 


43. 


44. 


45۰ 


46 


7 


48 


49. 


50. 


